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はじめに
　大腸癌において、肝転移の有無はもっとも重要な予
後規定因子であることは明白であり、肝転移の予測は
生命予後に直結する効果をもたらすと考えられる。
　最近の分子生物学の進歩により転移のメカニズム
について多くの知見が明らかになり、これまでに多く
の研究者たちが転移に関わる分子群を同定し、転移の
メカニズムに関わる研究が行われてきたが実際に一
つの分子による発現変化のみで転移が制御されてい
るのではなく、様々分子の発現変化により転移が成立
していることが明らかになってきている。そこで、一
度に多数の遺伝子の発現解析が行える方法として
Gene　chip，　cDNA　array等を用いた発現解析法が注目
され様々な知見が出始めている。しかしmRNAの発
現情報のみでは生命情報のすべてを解明することが
困難であることは明らかである。またmRNAレベル
での遺伝子発現量とタンパク質レベルでの発現量で
は必ずしも相関が無いことが報告されている。従って
実際に生命現象の大部分を担っているタンパク質発
現の網羅的解析が改めて注目されてきている。
　目的：大腸癌細胞株と臨床検体を用いて肝転移に
関わるタンパク質の発現解析を行う。
　方法：80％コンフルエント状態の大腸癌培養細胞
株DLD－1をPB にて洗浄後、氷上にて10％トリクロ
ロ酢酸により固定し細胞を回収，Lysis　Buffer（6M
urea，2M　thiourea，3％CHAPS，1％Triton　X－100）にてタ
ンパク質を抽出した。抽出したタンパク質のうち50
μgを蛍光色素にて標識し、65mM　DTT，1．0％am－
pholineを加えて、サンプル量を420μ1として長さ24
cm等電点3．0～10．0のIPGストリップゲルを一元目
の電気泳動を行った。泳動したIPGゲルは平衡化バッ
ファーにて平衡化を行った後に20×24cm，9～15グ
ラディエントSDS－PAGEゲルを用いて二次元電気泳
動上へ展開した。
質量解析装置によるスポットの同定
　二次元電気泳動上に展開されたスポットを切り出
した後にトリプシンにてゲル内消化を行い、ペプチド
を抽出し泳動上の全スポットについてMALDI－TOF
型の質量解析装置を用いてタンパク質の同定を行う。
　大腸癌培養細胞株のうち、肝臓への転移能が高いと
されている高転移株3株（SWl116，　HT29，　DLD－1）、低
転移株3株（COLO201，　PMCO－1，　LMCO－5）を用いて
それぞれ細胞株よりタンパク質を抽出し蛍光色素
Cy5、またすべてサンプルを混ぜ合わせものをCy3に
てラベルを行い、コントロールとし、コントロールと
サンプルを混ぜ合わせ二次元電気泳動上に展開する
（2D－DIGE）。二次元電気泳動の発現パターンを統計学
的解析ソフトにてクラスタリング解析を行う。また、
臨床病理学的検討が行われている大腸癌主病巣18例
と転移巣4例の手術標本よりマイクロダイセクショ
ンを用いて癌細胞のみを切り出しタンパク質を抽出
し蛍光色素によるラベルを行った培養細胞と同様の
手法によって2D－DIGEの画像から統計学的解析を
行った。
　結果：大腸癌細胞株DLD－1より抽出されたタンパ
ク質を二次元電気泳動に展開すると等電点3～10、分
子量10～120kDaの問に約2，500のスポットが発現し
ていることが明らかとなった（Figure　l）。
　1．2D－DIGEを用いたクラスター解析によって6
つの大腸癌細胞株は3グループに分類された。これら
の分類は大腸癌の分化度、肝転移能、接着能などの癌
の生物学的特性によって分類されていた（Figure　2）。
　2．これらの分類を特徴づける111スポットのうち
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Figure　2．
41スポット（37％）について二次元電気泳動のデータ
ベースを用いてタンパク質の同定が可能であった。
　3，これらの分類を特徴づけるlllスポットのうち
41スポット（37％）について二次元電気泳動のデータ
ベースを用いてタンパク質の同定が可能であった。
　4．大腸癌原発巣のプロテオーム解析によって、い
くつかの原発巣はすでに肝転移能を潜在的に持って
おり、転移予測の可能性が示唆された（Figure　3）。
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Figure　3．
　結論：培養細胞を用いたプロテオミクス解析によ
り、大腸癌の転移に関わるタンパク質プロファイリン
グが明らかになった。臨床検体への応用が期待され
た。
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にATXs－10（Na）を皮下投与し、蛍光診断装置を用い
てリンパ管の走行およびセンチネルリンパ節である
膝窩リンパ節への取り込みを観察した。
　【結果】マウスの足底部に皮下投与されたATXs－
10（Na）は速やかにリンパ管に取り込まれ、リンパ流
を介して膝窩リンパ節に集積した。さらにATXs－
10（Na）は、膝窩リンパ節より中枢側のリンパ管を
通って腹腔内のリンパ節に取り込まれた。
　【結語】今回のマウスの基礎的実験により、蛍光診
断装置を用いてリンパ管の走行、リンパ流の様子を直
視下にて観察が可能となり、この蛍光診断法がセンチ
ネルリンパ節検出の有効な一手段になると考えられ
た。
　最近、悪性腫瘍の手術においてリンパ節郭清を省略
あるいは縮小させる目的で、センチネルリンパ節の検
索についての研究が進められている。現在、センチネ
ルリンパ節の検出法としては色素法や放射性医薬品
を用いたRI法などがある。今回、我々は新たに、光感
受性物質を用いた蛍光診断法によりセンチネルリン
パ節検出の可能性を検討した。
　【方法】実験モデルとしてBalb／cマウス、雄性を
使用。光感受性物質としてATXs－10（Na）を用いた。
ATXs－10（Na）は次世代の水溶性光感受性物質で、蛍
光強度が強く、組織代謝、排泄時間が非常に短いため
日光過敏症等の副作用がなく、組織透過性にも優れて
いるという性質を持っている。Balb／cマウスの足底部
5．特異的PCR法を用いた輸入皮膚真菌症起
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　【背景】　Tn’chophyton　tonsurαnsは頭部白癬の起因
菌として知られているが、わが国では従来ほとんど報
告されていなかった。しかし近年、欧米のレスリング
選手を中心に感染が広がり、本邦にも輸入されて各地
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